
书书书

畜牧兽医学报　２０１２，４３（６）：８６７８７１

犃犮狋犪犞犲狋犲狉犻狀犪狉犻犪犲狋犣狅狅狋犲犮犺狀犻犮犪犛犻狀犻犮犪

山羊犮犕狔犮原癌基因原核表达和多克隆抗体的制备
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摘　要：犮犕狔犮原癌基因与胚胎干细胞（ＥＳ细胞）和诱导的多能性干细胞（ｉＰＳ细胞）生物学特性密切相关，因此制

备其相应的多克隆抗体尤为必要。本研究以ｐＭＤ１８ＴＭｙｃ质粒为模版，ＰＣＲ扩增犮犕狔犮片段，然后将其亚克隆

到ｐＳＥ３８０表达载体上，获得ｐＳＥ３８０Ｍｙｃ重组质粒。该质粒转化工程菌ＢＬ２１（ＤＥ３），ＩＰＴＧ诱导表达 ＨｉｓＭｙｃ融

合蛋白，随后用ＳＤＳＰＡＧＥ电泳及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ加以验证。在变性条件下用ＮｉＮＴＡａｒｇｒｏｓｅ介质分离纯化 Ｈｉｓ

Ｍｙｃ融合蛋白，并以此为抗原免疫新西兰大白兔。经过４次免疫，采集血液、分离血清，用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测抗体

特异性。结果表明：（１）ｐＳＥ３８０Ｍｙｃ重组质粒在工程菌ＢＬ２１（ＤＥ３）得到了高效表达；（２）得到了高纯度高含量的

ＨｉｓＭｙｃ融合蛋白；（３）经 Ｗｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现，ｃＭｙｃ多克隆抗体与ＨｉｓＭｙｃ融合蛋白能够特异性结合。本研究

获得的特异性山羊ｃＭｙｃ多克隆抗体，为进一步研究山羊ＥＳ细胞和ｉＰＳ细胞的自我更新机制奠定了基础。
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　　犮犕狔犮最初是作为一个原致癌基因被发现的，

活跃于很多人类肿瘤中，但它也是一种转录因子，是

正常细胞生长和增殖所必需的。研究发现犮犕狔犮

基因扩增阳性率在乳腺癌组织中达２５％、膀胱癌组

织中达４３．７５％
［１］；胃癌组织中ｃＭｙｃ蛋白表达率

达３６％
［２］。研究表明，ｃＭｙｃ在肝癌发展中起着重

要的促进作用［３］。因ｃＭｙｃ蛋白质的羧基端含核

酸靶序列，氨基端富含谷氨酰胺和脯氨酸，为肿瘤转

化所必需［４］。在ｃＭｙｃ过表达的转基因鼠中，其能

诱导产生恶性Ｔ细胞淋巴瘤和急性髓性白血病，当

抑制其表达后可产生明显的抗肿瘤作用［５］。因此，

抑制犮犕狔犮 基因表达对于肿瘤治疗应该有效，

ｃＭｙｃ有可能成为基因治疗的有效靶点。敲除

犮犕狔犮基因的小鼠胚胎发育到９．５～１０．５ｄ停止正

常发育，说明ｃＭｙｃ在正常哺乳动物生长发育中起

着至关重要的作用［６］。ｃＭｙｃ能够促进小鼠干细胞

和祖细胞自我更新和分化，维持胚胎干细胞的特

性［７８］。Ｔａｋａｈａｓｈｉ等应用反转录病毒载体将Ｏｃｔ４、

Ｓｏｘ２、ｃＭｙｃ和 Ｋｌｆ４４个重编程因子（Ｒｅｐｒｏｇｒａｍ

ｍｉｎｇｆａｃｔｏｒｓ，ＲＦｓ）共同转入小鼠／人成纤维细胞，

产生了诱导的多能性干细胞（Ｉｎｄｕｃｅｄｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ

ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｉＰＳＣｓ）
［９１０］。此项原创性研究为干细胞

研究开辟了一条新途径。应用类似的研究方法，Ｌｉｕ

等获得了猕猴的ｉＰＳＣｓ
［１１］；Ｗｕ等

［１２１３］先后获得了

猪的ｉＰＳＣｓ；Ｈｏｎｄａ等
［１４］获得了兔的ｉＰＳＣｓ；Ｂａｏ等

最近又获得了绵羊的ｉＰＳＣｓ
［１５］。上述研究结果有力

地佐证了ｃＭｙｃ在维持干细胞多能性方面所发挥

的重要作用。

家畜多能性干细胞的研究离不开多能性转录因

子抗体。然而，目前市售的这类多能性转录因子抗

体均来自人和小鼠，将其应用于家畜多能性干细胞

的研究存在特异性差的问题，因此制备家畜的多能

性转录因子抗体显得十分必要。本研究拟在原有的

研究基础上，通过对载体的选择，纯化方法的改进，

得到高纯度的山羊ＨｉｓＭｙｃ融合蛋白，制备特异性

ｃＭｙｃ多克隆抗体，为山羊ＥＳ细胞和ｉＰＳ细胞自我

更新机制的研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株和质粒　　质粒ｐＳＥ３８０、ｐＭＤ１８Ｔ

Ｍｙｃ、感受态大肠杆菌（犈．犮狅犾犻）ＤＨ５α、ＢＬ２１为本实

验室保存。

１．１．２　主要试剂和药品　　Ｔ４ＤＮＡ连接酶、限制

性内切酶 犖犮狅Ⅰ 和 犎犻狀ｄ Ⅲ、ＩＰＴＧ、预染蛋白

ｍａｒｋｅｒ均购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司（立陶宛）；ＤＮＡ

ｍａｒｋｅｒ购自 ＴａＫａＲａ公司 （日本）；引物合成及

ＤＮＡ序列测定均由上海生工生物工程有限公司完

成；ＮｉＮＴＡａｇａｒｏｓｅ购自Ｑｉａｇｅｎ公司（德国）；质粒

小提试剂盒、鼠源 Ｈｉｓ标签抗体、ＨＲＰ标记的山羊

抗鼠ＩｇＧ、化学发光剂均购自 Ｔｉａｎｇｅｎ公司（北京）；

胶回收试剂盒购自Ｏｍｅｇａ公司（美国）；Ｘ光胶片显

影粉与定影粉由石家庄市化工十厂提供；新西兰大

白兔由广西大学实验基地提供。

１．２　方法

１．２．１　犮犕狔犮基因原核表达载体构建和鉴定　　

根据ｐＭＤ１８ＴＭｙｃ测序所得的编码序列
［１６］，经

Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件分析，设计扩增山羊犮犕狔犮的上游

引物：５′ＣＡＴＧＣＣＡＴＧＧＴＴＣＡＣＣＡＣＣＡＴＣＡＣＣＡＴ

ＣＡＴＡＴＧＣＣＣＣＴＣＡＡＣＧＴＣＡＧＣＴＴＣＧＣＣ３′及下游

引物：５′ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＴＴＡＧＧＣＧＣＡＡＧＡＧＴＴＣＣＧ

ＴＡＴＣ３′。上游引物中引入犖犮狅Ｉ酶切位点和６×

Ｈｉｓ标签序列，下游引物中引入 犎犻狀ｄⅢ的酶切位

点（下划线部分），预期扩增片段长度为１３２０ｂｐ。

以ｐＭＤ１８ＴＭｙｃ为模板，进行ＰＣＲ扩增，反应条

件为：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，６０℃退火

４５ｓ，７２ ℃延伸１ｍｉｎ，共３０个循环；７２ ℃延伸

１０ｍｉｎ。将ＰＣＲ产物在１％琼脂糖凝胶中电泳，切

取目的片段，胶回收为 ＰＣＲ 产物。用 犖犮狅Ｉ和

犎犻狀ｄⅢ将表达载体ｐＳＥ３８０和上述纯化的ＰＣＲ产

物分别进行双酶切和胶回收，用 Ｔ４ＤＮＡ 连接酶

１６℃连接过夜。连接产物转化ＤＨ５α感受态细菌，

将转化菌液涂布于含１００ｍｇ·Ｌ
－１氨苄青霉素

（Ａｍｐ）ＬＡ平板上，３７℃培养１２～１６ｈ，挑取阳性
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菌落、增菌、抽提质粒和酶切分析鉴定，经鉴定正确

的阳性质粒送上海生物工程公司测序。

１．２．２　重组质粒在大肠杆菌ＢＬ２１中诱导表达　　

经鉴定阅读框架正确的阳性重组质粒ｐＳＥ３８０Ｍｙｃ

转化大肠杆菌ＢＬ２１，涂板，３７℃培养１６～１８ｈ，挑取

新鲜菌落，在含１００ｍｇ·Ｌ
－１Ａｍｐ的ＬＢ培养基中

３７℃振荡培养过夜后，取重组菌按１∶１００体积比接

入含１００ｍｇ·Ｌ
－１Ａｍｐ的５ｍＬＬＢ培养基中，２２０

ｒ·ｍｉｎ－１、３７℃振摇培养至 ＯＤ６００＝０．４～０．６时，

取出２ｍＬ菌液作为空白对照，剩下菌液加入终浓

度为１ｍｍｏｌ·Ｌ－１的ＩＰＴＧ在３７℃诱导表达４ｈ，

收集２ｍＬ菌液，制备蛋白样品，进行 ＳＤＳＰＡＧＥ

电泳分析。

１．２．３　ＨｉｓＭｙｃ融合蛋白纯化　　将阳性重组菌

按１∶５０体积比转接１０００ｍＬ含１００ｍｇ·Ｌ
－１

Ａｍｐ的ＬＢ培养基中，３７℃培养至 ＯＤ６００＝０．４～

０．８时，加入诱导剂ＩＰＴＧ至终浓度为１ｍｍｏｌ·Ｌ－１，

４ｈ后收集菌体。随后的蛋白纯化按照Ｑｉａｇｅｎ公司

ＮｉＮＴＡａｒｇｒｏｓｅ使用说明进行操作
［１７］，分别收集

５０μＬ裂解液上清、沉淀、过柱液、ＢｕｆｆｅｒＣ和Ｂｕｆｆｅｒ

Ｅ洗脱品进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析。纯化后蛋白保存

于－８０℃冰箱待用。

１．２．４　ｃＭｙｃ原核表达产物及纯化的融合蛋白免

疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测　　在取得最佳诱导条

件后，取诱导表达产物及纯化的ｃＭｙｃ融合蛋白样

品进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析。制备２块小胶，一块用于

考马斯亮蓝染色，另一块用于转膜。以湿转法将蛋

白转到ＮＣ（硝酸纤维素）膜上，再用 ＴＢＳＴ配制的

５％脱脂奶粉４℃封闭过夜。用ＴＢＳＴ洗膜１０ｍｉｎ，

洗３次。加入Ｈｉｓ抗体（１∶１５００）室温孵育１ｈ后洗

膜。再加入山羊抗鼠ＩｇＧ（１∶５０００），室温孵育１ｈ

后洗膜。洗膜后用化学发光法显色５ｍｉｎ，用保鲜膜

包裹ＮＣ膜，固定在暗盒内，压Ｘ光胶片，曝光，显

影，定影。参照蛋白 Ｍａｒｋｅｒ判定目的蛋白大小。

１．２．５　ｃＭｙｃ多克隆抗体的制备及其特异性检测

　　选择２只２月龄、体质量２～３ｋｇ的健康成年

公兔，耳静脉采血各５ｍＬ分离血清，保存作为阴性

对照品。初次免疫，２ｍＬ弗氏完全佐剂与纯化的重

组蛋白（０．５ｍｇ）等体积混合，超声乳化，每只大白

兔四肢内侧皮下多点注射。３周后第２次加强免

疫，重组蛋白剂量减半，与弗氏不完全佐剂等体积混

合形成乳剂在背部皮下多点注射。此后每隔２周，

分别进行第３和第４次加强免疫，方法同前。最后

１次免疫１周后，耳动脉采血并分离血清作为一抗，

ｐＳＥ３８０Ｍｙｃ重组质粒诱导表达产物和纯化的 Ｈｉｓ

Ｍｙｃ融合蛋白作为抗原，以 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ免疫印迹

法检测抗体的特异性，方法同１．２．４。

２　结　果

２．１　犮犕狔犮基因原核表达载体构建

以ｐＭＤ１８ＴＭｙｃ为模板，进行ＰＣＲ扩增，经

１％琼脂糖凝胶电泳，得到了大小约１３２０ｂｐ的单

一条带，与预期目的片段相符（图１）。重组质粒经

双酶切和１％琼脂糖凝胶电泳，也获得同样大小的

片段，与预期结果相符（图２）。鉴定确认的质粒经

测序读码框正确，将其命名为ｐＳＥ３８０Ｍｙｃ。

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准；１．山羊犮犕狔犮ＰＣＲ 扩增

产物

Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ犆犪狆狉犪

犎犻狉犮狌狊犮犕狔犮
图１　犮犕狔犮基因犘犆犚扩增

犉犻犵．１　犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犆犪狆狉犪犎犻狉犮狌狊犮犕狔犮

Ｍ１．λＥｃｏＴ１４ＩｄｉｇｅｓｔＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１．犖犮狅Ⅰ和 犎犻狀ｄⅢ
双酶切重组质粒ｐＳＥ３８０ｍｙｃ；Ｍ２．ＤＮＡ相对分子质量

标准

Ｍ１．λＥｃｏＴ１４ＩｄｉｇｅｓｔＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１．ｐＳＥ３８０Ｍｙｃｄｉ

ｇｅｓｔｅｄｂｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｖｅｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆ犖犮狅Ⅰａｎｄ犎犻狀ｄ

Ⅲ；Ｍ２．ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００
图２　山羊犮犕狔犮基因原核表达载体构建

犉犻犵．２　犆狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀狅犳狆狉狅犽犪狉狔狅狋犻犮犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狏犲犮狋狅狉狅犳

犆犪狆狉犪犎犻狉犮狌狊犮犕狔犮犵犲狀犲

９６８
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２．２　狆犛犈３８０犕狔犮质粒在大肠杆菌中的诱导表达

及融合蛋白纯化

　　ｐＳＥ３８０Ｍｙｃ质粒转化至大肠杆菌ＢＬ２１，在３７℃

１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＰＴＧ诱导４ｈ后，经ＳＤＳＰＡＧＥ分

析，将诱导的与未诱导的重组ＢＬ２１菌液对照，发现

前者的蛋白样品在约５５ｋｕ处有１条特异性条带，

与预期大小相吻合，而后者的蛋白样品未出现此条

带 （图３）。经ＮＩＮＴＡａｒｇｒｏｓｅ纯化的ＨｉｓＭｙｃ融

合蛋白也在５５ｋｕ处出现１条带，纯度较高（图３）。

证明笔者确实获得了ＨｉｓＭｙｃ融合蛋白。

Ｍ．蛋白质相对分子质量标准；１．未诱导的重组 ＢＬ２１；

２～５．用１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＰＴＧ３７℃诱导的重组 ＢＬ２１；

６～７．纯化的 ＨｉｓＭｙｃ融合蛋白

Ｍ．Ｐｒｅｓｔａｉｎｅｄｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１．Ｎｏｎｉｎｄｕｃｅｄｒｅｃｏｍｂｉ

ｎａｎｔ犈．犮狅犾犻ＢＬ２１；２５．Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ犈．犮狅犾犻ＢＬ２１ｉｎ

ｄｕｃｅｄｂｙ１ｍｍｏｌ·Ｌ
－１ＩＰＴＧａｔ３７ ℃；６７．Ｐｕｒｉｆｉｅｄ

ＨｉｓＭｙｃｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ

图３　狆犛犈３８０犕狔犮表达产物及 犎犻狊犕狔犮融合蛋白犛犇犛

犘犃犌犈分析

犉犻犵．３　犛犇犛犘犃犌犈犪狀犪犾狔狊犻狊犳狅狉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳

狆犛犈３８０犕狔犮犪狀犱狋犺犲狆狌狉犻犳狌犻犲犱犎犻狊犕狔犮犳狌狊犻狅狀狆狉狅

狋犲犻狀

２．３　犮犕狔犮多克隆抗体特异性检测

以诱导表达产物和纯化的 ＨｉｓＭｙｃ融合蛋白

样品为抗原，兔免疫血清为一抗，ＨＲＰ标记的山羊

抗兔ＩｇＧ为二抗，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定。结果表

明，重组质粒的诱导表达产物及纯化的 ＨｉｓＭｙｃ融

合蛋白均在胶片上出现了分子质量约５５ｋｕ的单一

条带（图４），说明笔者获得的山羊 Ｍｙｃ多克隆抗体

具有很强的特异性。

３　讨　论

有关山羊ｃＭｙｃ的原核表达及蛋白纯化本实

验室曾有报道［１６］，但获得的ＧＳＴＭｙｃ融合蛋白纯

度及含量无法满足多克隆抗体制备的需求。本研究

对山羊犮犕狔犮原癌基因原核表达和蛋白纯化技术

进行了改进，获得了高纯度的 ＨｉｓＭｙｃ融合蛋白。

作为融合蛋白表达的亲和纯化标签，组氨酸（６×

Ｈｉｓ）标签（０．８４ｋｕ）与ＧＳＴ标签（２６ｋｕ）相比有许

多优点。首先，由于只有６个氨基酸，分子质量很

小，在ｐＨ８．０时，不带电荷，对蛋白质的表达、分泌、

折叠、构象形成等影响小，比较容易得到与天然蛋白

相似的产物；再次，组氨酸标签无免疫原性，重组蛋

白无需切除标签而直接用作抗原来免疫动物，也不

影响后续的免疫学分析［１７］。鉴于上述原因，本研究

中改用了６×Ｈｉｓ融合标签和具有温和启动子ｔｒｃ

的ｐＳＥ３８０表达载体，而且在设计引物时，在上游５′

端加入犖犮狅Ⅰ酶切位点的同时，加入了一段组氨酸

（６×Ｈｉｓ）标签序列，以便使用金属螯合亲和层析法

纯化重组蛋白。

Ｍ．蛋白质相对分子质量标准；１．未诱导的重组 ＢＬ２１；

２～３．用１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＰＴＧ３７℃ 诱导的重组 ＢＬ２１；

４～５．纯化的 ＨｉｓＭｙｃ融合蛋白

Ｍ．Ｐｒｅｓｔａｉｎｅｄｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１．Ｎｏｎｉｎｄｕｃｅｄｒｅｃｏｍｂｉ

ｎａｎｔ犈．犮狅犾犻ＢＬ２１；２３．Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ犈．犮狅犾犻ＢＬ２１ｉｎ

ｄｕｃｅｄｗｉｔｈ１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＰＴＧａｔ３７℃；４５．Ｐｕｒｉｆｉｅｄ

ＨｉｓＭｙｃｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ

图４　山羊犮犕狔犮多克隆抗体特异性检测

犉犻犵．４　犛狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狆狅犾狔犮犾狅狀犪犾犪狀狋犻犮犕狔犮犪狀狋犻

犫狅犱狔犻狀犆犪狆狉犪犎犻狉犮狌狊

ＮｉＮＴＡ（Ｎｉｃｋｅｌｎｉｔｒｉｌｏｔｒｉａｃｅｔｉｃａｃｉｄ）琼脂糖是

用于纯化６×Ｈｉｓ标签重组蛋白的一种纯化介质，

它可用于在非变性或变性条件下纯化任何表达系统

表达的６×Ｈｉｓ标签重组蛋白。ＮＴＡ含有４个螯合

区，能更好的结合Ｎｉ２＋。６×Ｈｉｓ可与Ｎｉ２＋螯合，从

而使 Ｈｉｓ标签蛋白结合在 ＮｉＮＴＡ纯化介质上，未

结合的蛋白被洗涤除去，结合在介质上的蛋白经过

一定浓度的咪唑或低ｐＨ缓冲液温和洗脱下来，从

而得到高纯度的目的蛋白［１７］。本研究经过小量诱

导表达试验证明，ＨｉｓＭｙｃ融合蛋白系非可溶性表

达，因此选择了变性条件下的纯化方法。在变性条

０７８
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件下，重组蛋白上的６×Ｈｉｓ标签完全暴露出来，增

强了重组蛋白与 ＮｉＮＴＡ的结合力，减少了非特异

性蛋白的竞争性结合，增强了纯化效果，增加了重组

蛋白的产量［１７］。纯化过程中，其它蛋白的富含组氨

酸区域可能会非特异性地与 Ｎｉ２＋结合，从而影响纯

化效率。因蛋白是两性分子，其带电性质随ｐＨ 的

变化而变化，在洗脱时存在竞争结合；当杂蛋白洗脱

液ｐＨ与目的蛋白ｐＨ接近时，杂蛋白容易洗脱，从

而得到高纯的目的蛋白［１８］。ｃＭｙｃ蛋白的等电点

ｐＨ为７．８，笔者将菌体裂解液、杂蛋白洗脱液、目的

蛋白洗涤液的ｐＨ 分别调至为８．０、６．３、４．５，有效

的解决了这个问题。

４　结　论

本研究成功构建了山羊犮犕狔犮 原癌基因特异

表达载体ｐＳＥ３８０Ｍｙｃ，在ＩＰＴＧ诱导下，ＨｉｓＭｙｃ

融合蛋白得以高效表达；在变性条件下纯化获得了

高纯度ＨｉｓＭｙｃ融合蛋白；以此融合蛋白为抗原免

疫新西兰大白兔获得的多克隆抗体能与 ＨｉｓＭｙｃ

融合蛋白特异性结合，表明山羊ｃＭｙｃ多克隆抗体

研制取得成功。本研究为山羊多能性干细胞自我更

新机制的研究奠定了基础。
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